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Resumen

El mosaicismo cromosdmico es un evento con una frecuencia entre el 0,10-0,30% en
el diagndstico prenatal citogenético por cultivo de amniocitos. Constituye una de las
limitantes de este tipo de diagndstico prenatal debido a que existen eventos
confusores que pueden entorpecer la absoluta seguridad en el resultado final. Se
propuso una estrategia para eliminar falsos positivos en el diagndstico de aquellos
casos con sospecha de mosaicismo cromosdmico, tomando en cuenta el analisis
realizado en 16 950 casos del laboratorio de citogenética del Centro Nacional de
Genética Médica y los reportes de la literatura internacional. Se compararon dos
periodos de trabajo del mismo laboratorio (1984-1999 y 2003-2007). Se demostro el
aumento de la eficacia del diagndstico, en aquel periodo en que fue aplicada la
estrategia, por eliminacion de casos falsos-positivos debido a pseudomosaicos de
aberraciones estructurales principalmente. Los resultados de este estudio permiten
recomendar la generalizacion de esta estrategia a los restantes laboratorios de

citogenética del pais.

Palabras clave: diagndstico prenatal, mosaicismo cromosdmico, pseudomosaicismo,

amniocitos.

Abstract

Chromosomal mosaicism is an event having an occurrence from 0,10% to 0,30% in
cytogenetic prenatal diagnosis by amniocytes culture. This is a limiting factor of this
type of prenatal diagnosis since there are confounding events that may hinder the
absolute confidence in the diagnosis of those cases suspected of chromosomal
mosaicism. A total of 16 950 cases of the cytogenetics laboratory of the National
Center of Medical Genetics and the reports published in the international literature
were analyzed.. Two work periods of the same laboratory were compared (1984 -
1999 and 2003 - 2007). The improvement in diagnosis efficiency in the period when
the strategy was applied, mainly due to the elimination of false positive cases of
structural aberrations pseudomosaicism, was demonstrated. The results of this study
support the recommendation of generalizing this strategy to the rest of the

cytogenetics laboratories in the country.
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Introduccion

El Diagndstico Prenatal Citogenético (DPC) por cultivo de amniocitos presenta un alto
nivel de confiabilidad en sus resultados, no obstante dentro de las limitaciones
reconocidas para el mismo se encuentra el diagndstico del mosaicismo cromosomico
fetal, evento inusual que aparece en un rango entre el 0,10 al 0,30%.™*

La labor de un citogenetista durante la realizacion de un diagndstico prenatal debe
incluir la deteccion del mosaicismo cromosdémico, latente en el feto, mediante el
examen de los cariotipos provenientes de un conjunto de células cultivadas en
diferentes frascos. En el laboratorio debe ser establecida una estrategia que permita
llevar a cabo un diagndstico de este evento con un alto grado de confiabilidad. Sin
embargo, existen eventos confusores como el mosaicismo confinado a tejido
extraembrionario o los efectos de la impronta gendmica, que crean una limitante
para hacer esta estrategia absolutamente segura.®

El presente trabajo se basa en la labor del Laboratorio de Citogenética del Centro
Nacional de Genética Médica durante mas de 20 afios de trabajo en el diagndstico
prenatal citogenético. En este periodo se analizaron 16 950 muestras para DPC por
cultivo de amniocitos, lo cual permitid la validacion de una estrategia para el
diagnodstico del mosaicismo cromosdémico fetal. Fue nuestro objetivo demostrar el
aumento de la eficacia del DPC, una vez que fue aplicada en el laboratorio esta
estrategia para el diagndstico y manejo del mosaicismo cromosémico mediante la

comparacion de dos periodos de trabajo.

Métodos

En el afo 2008 se realizd wuna reevaluacion de todos los casos de DPC del
Laboratorio de Citogenética del Centro Nacional de Genética Médica comprendidos
entre el periodo 1984-2007. Se seleccionaron 16 950 casos con DPC, utilizando los
siguientes criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion:

1- Casos en que el analisis de las metafases se realiz6 con bandeo GTG de al menos
dos frascos de cultivo.

2- Casos en que el conteo de metafases superd las 10 células analizadas.

3- Las células con monosomias cromosdmicas se tuvieron en cuenta, solamente
cuando se repitié la aneuploidia del mismo cromosoma en el caso.

Criterios de exclusidn:

1- Casos sin resultados



2- Casos con un conteo insuficiente de metafases

3- Casos en los que no fue posible descartar aberraciones estructurales, por
deficiencias en el bandeo GTG.

Se aplicaron los criterios técnicos de Boué y colaboradores6 (Tabla 1) en aquellos

casos en los que se encontraron dos o mas lineas celulares.

Tabla 1. Criterios de Boué para clasificar los casos en mosaicos Yy

pseudomosaicos.®

Niveles Descripceion del hallazgo detectado

) o Presencia de solo una c¢élula anormal en uno de
Nivel I o pseudomosaicismo | ‘ )
los frascos de cultivo.

Se presentan multiples células con idéntica
Nivel Il o pseudomosaicismo Il | aberracién, pero tnicamente en un frasco de

cultivo

Se observa la misma aberracion en diferentes

) _ frascos de cultivo o como minimo en 2 de ellos.
Nivel Il o mosaico verdadero _ . _
Esta presente en los tejidos de la placenta y/o

tejidos fetales

Tipo de Estudio

Se realiz6 una investigacion observacional descriptiva, longitudinal. En una primera
etapa, iniciada en el afio 1999, tuvo un caracter longitudinal retrospectivo. A partir
del afio 1999 tuvo un caracter longitudinal prospectivo debido a que los autores
continuaron con su estudio hasta culminarlo en el afio 2007. No obstante, para
obtener las conclusiones finales del trabajo y mayor rigor cientifico, los autores
hicieron una reclasificacion de todos los casos seleccionados para conformar su
universo de estudio y lograr homogeneidad en el analisis de los criterios técnicos

para la evaluacién del mosaicismo y el pseudomosaicismo.

Seleccidon de los periodos a comparar
Fueron seleccionados dos periodos de trabajo, de 1984 al 1998 en que eran
desconocidos para el laboratorio los criterios de Boué para clasificar el mosaicismo y

el pseudomosaicismo y no se aplicaba la guia de Hsu y Benn® para optimizar el



trabajo en el mismo. En dicho periodo no se aplicaba ninguna estrategia para el
manejo del mosaicismo cromosomico. En el periodo 2003-2007 ya existia en el
laboratorio una estrategia bien definida y generalizada para el diagndstico del
mosaicismo cromosdémico en el DPC, aplicAndose los criterios de Boué, la guia
modificada de Hsu y Benn y se tomoé la decisidon de notificar en los registros del
laboratorio los casos de pseudomosaicos pero en ningun caso informarlo a los
pacientes. El periodo 1999-2002 fue de transicién y en él se aplicaban algunos
acapites de la guia y otros no, por lo que se decidié no tenerlo en cuenta para la

comparacion.

Estudios de corroboracion citogenética del resultado del DPC

En aquellos casos con diagndstico de mosaicismo cromosdémico o una sospecha de
mosaicismo se realizaron estudios de confirmacion del resultado prenatal. Estos se
hicieron utilizando linfocitos de la sangre o fibroblastos de la piel tomados del
material abortivo (si el embarazo fue interrumpido). Otro método de corroboracion
utilizado fue la

cordocentesis, que permite la obtencién de sangre fetal por puncién de la base del
corddn umbilical intrautero. A partir del cultivo de los linfocitos de esta muestra de
sangre se obtuvieron cromosomas para confirmar el resultado obtenido en el cultivo

de las células amnidticas.

Estudios citogenéticos en los padres

Cuando la linea aberrada involucrada en el mosaico cromosémico del DPC era
probable hallarla en alguno de los padres, como en los casos de marcadores
cromosémicos supernumerarios, se realizaron estudios cromosémicos a ambos
progenitores. Para ello se utilizd el cultivo de leucocitos de sangre periférica. El
resultado de estos estudios permitié determinar si el hallazgo prenatal era heredado
o de novo y asi estimar el mayor o menor riesgo de anomalias para la descendencia.
Una vez conocido el resultado le fue informado al asesor genético para que ofreciera

el asesoramiento correspondiente.

Consentimiento informado para la realizacion de este estudio
Para la realizacion de los estudios citogenéticos fue necesario realizar procedimientos

invasivos como la amniocentesis o la cordocentesis, en los cuales existe un



determinado riesgo para la salud de la mujer embarazada o la continuacion del
embarazo.

En otras ocasiones para corroborar el resultado del diagndstico prenatal citogenético
se tomaron muestras del material abortivo, piel y sangre o sangre del recién nacido.

Para cada una de estas situaciones fue establecido un consentimiento informado. En
los casos de la amniocentesis y la cordocentesis se confecciond de manera escrita y
fue firmado por la gestante en caso de estar de acuerdo con el estudio. Para los
estudios de corroboracidon el consentimiento informado fue verbal, y se procedid a
realizar el analisis si los padres estaban de acuerdo.

Las muestras bioldgicas obtenidas durante la realizacién del estudio se desecharon
inmediatamente después que se obtuvo un resultado, y no se utilizaron con otros

fines.

El protocolo de esta investigacion fue aprobado por el Comité de Etica de la

Investigacion del Centro Nacional de Genética Médica (CNGM).

Técnicas citogenéticas convencionales

La obtencion de cromosomas a partir de tejidos de piel, sangre y liquido amnidtico se
realizé segun las técnicas citogenéticas descritas en el Manual del Laboratorio de
Citogenética (3ra edicién)’ y adaptadas a las condiciones de nuestro laboratorio.

Metodologia de la estrategia aplicada

Tomando como base la experiencia acumulada en el estudio de los 16 950 DPC y la
literatura internacional, se establecié una estrategia, adaptada a las condiciones de
nuestro laboratorio y que se aplicé integramente en el periodo 2003 al 2007 con el
objetivo de evaluar su efectividad.

La estrategia establecid los siguientes pasos:

1°7°- Ante el hallazgo de una célula o linea celular con un complemento cromosémico
diferente al diagnosticado previamente se aplico la guia de Hsu y Benn, que ayuda a
agilizar la labor en el laboratorio, definiendo tres niveles de trabajo de acuerdo al
tipo de aberracién y cromosoma involucrado en la linea anémala.”'8

29°- Aplicacién de los criterios de Boué acerca de los diferentes niveles técnicamente
establecidos para el diagndstico del pseudomosaicismo Iy II o el mosaicismo.®



3"- Diagnostico del mosaicismo cromosdmico cuando la linea aberrada aparecid en
diferentes frascos de cultivo. La informacion diagndstica fue comunicada al
especialista en Genética Clinica que indicé el estudio.

- 3™(a)- En caso de tratarse de un mosaicismo de cromosoma marcador, se citd
a los padres para corroborar si se trataba de un suceso heredado o de novo,
teniendo en cuenta que el riesgo es mas elevado en los eventos de novo.'%!!
4*- Dijagndstico del pseudomosaicismo:
Cuando la célula o linea anémala aparecio restringida a un solo frasco de cultivo,
después de concluir el conteo de metafases estipulado en la guia de Hsu y Benn, el
evento fue anotado en los registros del laboratorio, pero no informado a la pareja.
5' Cuando no fue posible analizar un nimero suficiente de metafases:
En los casos donde el conteo celular fue insuficiente para cumplir con los
requerimientos de la guia de Hsu y Benn, o solo se pudo hacer el analisis
citogenético en un frasco de cultivo, por no existir el adecuado crecimiento celular en
los restantes frascos, no fue posible establecer un diagnostico certero entre
mosaicismo o pseudomosaicismo. En estos casos se realizd un analisis
multidisciplinario de los mismos, interviniendo citogenetistas, genetistas clinicos,

obstetras y especialistas en ecografia.

En nuestro estudio, con el objetivo de ampliar el nUmero de metafases analizadas, se
utilizé la cordocentesis, que ademas permite el analisis citogenético en otro tejido
fetal. La limitante es que el cultivo de los linfocitos de la sangre fetal, puede dar una
falsa expectativa de seguridad, al no encontrarse la linea aberrada en este tejido
pero si estar presente en otros 6rganos del feto.!>?'Segin los reportes
internacionales y la experiencia nuestra, la cordocentesis brinda mayor seguridad
cuando se trata de aneuploidias de los cromosomas 21, 18, 13, 9, 8>2% y X (datos no
publicados, experiencia del laboratorio de citogenética del CNGM). Cuando en la linea
anomala estén implicadas aneuploidias de otros cromosomas, aberraciones
estructurales o de cromosomas marcadores esta prueba invasiva debe ser valorada
cuidadosamente tomando en cuenta sus riesgos y beneficios limitados.

Cuando la linea aberrada no pueda ser confirmada mediante la cordocentesis,
deberan tenerse en cuenta para la estimacién del riesgo de un mosaico diversos
factores, como: el motivo de indicacion del estudio prenatal, el tipo de aberracion
y/o cromosoma involucrado en la linea aberrada, el porcentaje de la linea aberrada y
la sospecha de malformaciones por ecografia de alta resolucién.



En los casos en que a consecuencia de un diagndstico de mosaicismo o la estimacion
de un alto riesgo de mosaicismo, la pareja decida la interrupcion del embarazo, el
diagnodstico debe ser confirmado en el material abortivo utilizando muestras de tejido

de sangre, piel de diferentes regiones del cuerpo y placenta.

Resultados

La aplicacion de los criterios técnicos de Boué en el analisis de los casos en los que
se encontraron dos o mas lineas celulares, en estos 24 afios de labor, permitio la
deteccion de 616 casos de pseudomosaicismo, distribuidos en 553 de nivel I y 63 de
nivel II, asi como de 48 casos de mosaicos cromosomicos.

A partir de esta muestra fueron obtenidas las frecuencias de mosaicismo vy
pseudomosaicismo, y se realizd el seguimiento de los casos reportados como

mosaicos o pseudomosaicos para detectar posibles alteraciones fenotipicas.

Comparacion de dos periodos de trabajo del laboratorio

Periodo 1984-1998

En los 4 884 DPC realizados en este periodo, a partir de muestras obtenidas por
amniocentesis, se encontraron 24 casos de mosaicos cromosémicos, para una
frecuencia del mosaicismo del 0,49%. Fueron reportados cinco casos de mosaicos de
aberraciones estructurales, siendo la frecuencia de este mosaicismo del 0,1%
(5/4884). Estos resultados fueron publicados en el afo 1999 por nuestro
laboratorio.*?

Los casos de aberraciones estructurales reportadas como mosaicos fueron los
siguientes: (se ha respetado la nomenclatura utilizada en el articulo al que se hace
referencia).?

- 46,XX, t(X;14)/46,XX: Caso LA-179-1998, en el que se observaron 3 metafases
con esta translocacidon restringidas a un frasco de cultivo. En el otro frasco todas las
metafases fueron normales.

- 46,XY, t(3q;7q)/46,XY: Caso LA-362-1998; aparecié esta translocaciéon en dos
metafases de un frasco de cultivo. Los otros dos frascos de cultivo analizados fueron
normales.

- 46,XX,del(8p)/46,XX: Caso LA-316-1998; se observd una metafase con un 8p- vy

34 metafases normales.



- 46,XX, t(9;17)/46,XX: Caso LA- 273-1989; se observdé una metafase con una
translocacion entre los cromosomas 9 y 17. Las restantes 18 metafases fueron
normales, 46,XX.

46,X,i(X)(g10)/45,X/46,XX: Caso LA- 469-1989; las tres lineas celulares se
encontraron en diferentes frascos de cultivo.
Se reportdé ademas un caso de mosaicismo de una trisomia del cromosoma 14.
- 47,XY,+14/46,XY: Caso LA-332-1994, la trisomia 14 aparecido en dos ocasiones,

pero restringida a un frasco de cultivo.

Periodo 2003 -2007

En estos afios se hicieron 6 274 DPC y se hallaron 13 mosaicos cromosémicos. Esto
muestra un indice de mosaicismo cromosémico en cultivo de amniocitos del 0,20%
(13/6274).

En este periodo fueron hallados 3 casos de mosaicismo de aberraciones estructurales
para un 0,04% (3/6274).

Discusion

En el trabajo publicado por nuestro laboratorio en el afio1999%% la frecuencia de
mosaicos de aberraciones estructurales fue del 0,1% (5/4884). En reportes
internacionales la frecuencia de este mosaicismo varia en un rango entre 0,02%-
0,04%.3%22* Esto sugiere un aumento de los casos falso-positivos en este periodo a
expensas de este tipo de mosaicismo.

Como se describe en el acapite de resultados, en la etapa 1984-1998 se
diagnosticaron casos de pseudomosaicos como mosaicos reales, debido a la
incorrecta clasificacién del mosaicismo cromosomico en el DPC. Debemos tener en

I\\

cuenta la alta incidencia del “mosaico” de aberraciones estructurales reportado,
unido al hecho que el caso 47,XY,+14/46,XY también constituye un
pseudomosaicismo de nivel II y fue reportado como un mosaico real. Si de este
muestreo fuesen eliminados estos 5 casos, que realmente eran pseudomosaicos, la
frecuencia de mosaicismo descenderia a 0,3% (19/4884) y estaria dentro de los

parametros reportados internacionalmente. (Tabla 2)



Tabla 2. Comparacion de los periodos 1984-1999 y 2003-2007 con los rangos

establecidos internacionalmente.

Mosaicos de
Porcentaje de
Estudios por periodos . Aberraciones
mosaicismo
Estructurales

1984-1999
0,49% 0,1%

2003-2007
0,20% 0,04%
Rangos establecidos
internacionalmente 0,10-0,30% 0,02-0,04%
(EEUU, Europa, Canada)

En el periodo 2003-2007, con la introduccion de una estrategia para el DPC del
mosaicismo y el pseudomosaicismo cromosdémico, se logré6  reducir
considerablemente la frecuencia de casos diagnosticados con mosaicismo a un
0,20%, cifra muy por debajo de lo reportado en el trabajo de 1999 (0,49%).

En esta segunda etapa solo fueron diagnosticados tres casos de mosaicos de
aberraciones estructurales para una frecuencia del 0,04% (3/6274), coincidente con
el rango reportado en grandes muestreos internacionales.’?*>?*Las aberraciones
estructurales son esencialmente las que mas aportan al pseudomosaicismo
cromosémico en el DPC, siendo una fuente potencial de falsos positivos en este
diagnéstico, por lo cual deben ser tratadas con extrema cautela.

La disminucion de casos falsos positivos en el periodo 2003-2007 es indicador de una
mayor calidad en el DPC. De todos los casos que fueron diagnosticados como
pseudomosaicos no existid alguno que tuviese alguna anomalia al nacimiento,
imputable a la aberracién cromosdémica involucrada en el pseudomosaicismo.

El mayor logro del periodo de trabajo 2003-2007 fue que ninguno de los 12 casos de
pseudomosaicismo tipo II, con mayor riesgo de ser informado como un falso-
mosaico, fue informado por el laboratorio como un caso positivo. En el marco del
asesoramiento genético los padres recibieron un diagnédstico fidedigno y se evitd
incertidumbre en la pareja acerca de si continuaba o no su gestacion.

Actualmente, los casos con pseudomosaicismo tipo I y II son evaluados

cuidadosamente en el laboratorio, siguiendo las normas establecidas para el efecto.



Una vez que se concluye el diagndstico de pseudomosaicismo, este resultado queda
en los libros de registros del laboratorio, pero no se le da a conocer a la pareja, por
considerarse innecesario y fuente de confusién y ansiedad para la misma.

Consideramos que la aplicacion de esta estrategia debe ser extendida a los
laboratorios de citogenética del pais por su demostrada eficacia. Mediante el uso de
la técnica FISH, introducida en nuestro laboratorio desde el afio 2009, sera posible
analizar un mayor nimero de células fetales en interfase y lograr un analisis mas
efectivo del mosaicismo cromosdémico para las mas frecuentes aneuploidias del
segundo trimestre del embarazo. Con esta técnica sera posible ademas la
determinaciéon del mosaicismo de bajo nivel mucho mas frecuente de lo que
realmente se espera y la identificacion precisa de cromosomas marcadores en

mosaicos.?>3!
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